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(54) Title: POLYNUCLEOTIDE VACCINE FORMULA FOR TREATING HORSE DISEASES 

(54) Titre: FORMULE DE VACCIN POLYNUCLEOTIDIQUE CONTRE LES PATHOLOGIES DU CHEVAL 



(57) Abstract 

A vaccine formula for treating equine and particularly horse diseases, including at least three polynucleotide vaccine valencies that 
each include a plasmid containing an equine pathogen valency gene capable of being expressed in vivo in host cells. Said valencies are 
selected from the group which consists of equine rhinopneumonitis virus EHV, equine influenza virus EIV and tetanus antitoxin. Said 
plasmids include one or more genes per valency, and said genes are selected from the group which consists of gB and gD for equine 
rhinopneumonitis virus, HA, NP and N for equine influenza virus, and a gene coding for all or part of subunit C of CI. tetani. 



(57) Abrege 

La formule de vaccin contre des pathologies des equid^s et notamment des chevaux, comprenant au moins 3 valences de vaccin 
polynucteotidique comprenant chacune un plasmide integrant, de maniere a Texprimer in vivo dans les cellules notes, un gene d'une 
valence de pathogene equin, ces valences etant choisies parmi celles du groupe consistant en virus de la rhinopneumonie equine EHV, virus 
de la grippe dquine EIV et anatoxine de la toxine t&anique, ces plasmides comprenant, pour chaque valence, un ou plusieurs des genes 
choisis parmi le groupe consistant en gB et gD pour le virus de la rhinopneumonie equine, HA, NP, N pour le virus de la grippe equine et 
un gene codant pour tout ou partie de la sous-unitd C de CL tetani. 



*(Voir la Gazette du PCT No. 09/1 998, Section H) 
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FORHI7LE DE VACCI* WawWIBQ,,, CONTRE U. P ATHOI .0 0 I ES ro 



CHZVAL 



La presente invention est relative a une fonnule de V accin 
permettant la vaccination des equides. notam.ent des cnevauT 

co,L po Lre menC " laCiVe 4 ^ - —"on 

La pathologie des chevaux presence une assez grande 
dxvers.te. Outre les pathologies respiratoires bien connues 
telles que la rhinopneumonie et la grippe. les chevaux sont 
sensible*, nota.nment sur le continent americain. aux diverts 
encephalites. Enfin. l eS chevaux presentent diverses autres 
Pathologies parmi lesquelles on peut citer. nota™,ent. le 
tecanos. la maladie de Lyme. 1-arterite equine, sans oublier 
les nsques d'exposition au virus de la rage. 

Les conditions d'exposition des chevaux aux divers 
microorganisms pathogenes ont ete multiplies par les 
deplacements de nombreux chevaux sur les distances importances 
par voie de terre ou par voie aerienne. de sorce que le risque 
infectieux a cendance a augmencer. 

dan. T COmP """ nU du coat "eve «• ces animaux. notamment 
dans le cas des reproducteurs . des chevaux de selle et des 
chevaux de course, il est economiquement important de contraier 
le Plus possible les risques infectieux se Craduisanc par de 
longues indisponibilices de l.animal. voir sa perte. XI existe 

1 eerie" -,T" in nOKbre ^ VSCCinS P ° Ur Cheva -- *« 
1 efficacit<§ est variable. 

Ainsi, ont ete developpes, pour la rhinopneumonie equine 
~ ^ 1SS di "-entes souches d'herpes virus equin 
<EHV) des vaccins inactive* ou de sous-unites, qui presentent 
cependant tous un certain nombre de limites se traduisant par 
des protections incompletes et de courte duree et 
eventuellement des problems d'innocuite lies aux adjuvants 
utilises. 

La grippe equine constitue egalement une pachologie 
importance, que 1 • on cherche. egalement a prevenir par la 
vaccination. Les vaccins uciUses sont des vaccins inactives ou 
de sous-unites, qui presentent une certaine efficacite mais qui 
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(intraperitoneale, ■ intraveineuse, in tramuscul aire 
transcutanee, intradermique, mucosale, etc.). Different^ moyens 
de vaccination peuvent egalement etre utilises, tela que ADN 
depose a la surface de particules d'or et projete de facon a 
penetrer dans la peau de 1' animal (Tang et al Nature 356 
152-154, 1992, et les injecteurs par jet l iquide permettarxt 
d'assurer la transection a la fois dans la peau. l e muscle 
les tissus graisseux, et les tissus mammaires (Furth et al.. , 
Analytical Biochemistry, 205, 365-368, 1992). 

Les vaccins polynucleotidiques peuvent utiliser aussi bien 
des ADN nus que des ADN formules, par exemple au sein des 
liposomes ou de lipides cationiques. 

Des vecteurs polynucleotidiques, integrant les genes HA ou 
MP, ont ete essayes pour le virus de la grippe (influenza 
virus) chez la souris, le furet et le poulet. Aucune donnee 
n'est disponible chez le cheval . 

Concernant le tetanos, il a ete rapporte, recemment, que 
1' immunisation de souris par un plasmide exprimant. avec le 
fragment C, la region C-terminale non toxique de la toxine 
tetanique, induisait 1 • apparition d' ant icorps sero-protecteurs 
chez la souris, 

II n'est cependant pas possible de transposer directement 
les enseignements des resultats obtenus chez ces animaux de 
faibles longevites a celui d'autres mammiferes, et notamment 
les mammiferes de grandes tailles. 

La protection des equides et notamment des chevaux centre 
la pathologie infectieuse demande done tou jours a etre 
amelioree. 

L< invention se propose de fournir une formule de vaccin 
multivalent permettant d' assurer une vaccination des equides, 
et notamment des chevaux, centre un certain nombre d< agents 
pathogenes . 

Un autre objectif de 1 < invention est de fournir une telle 
formule de vaccin associant differentes valences tout en 
presentant les criteres requis de compatibili te et de stabilite 
des valences entre elles. 

Un autre objectif de 1' invention est de fournir une telle 
formule de vaccin permettant d'associer differentes valences 
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modifiees pour faciliter 1 'expression in vivo par 1 'animal hs te 
mais codant pour la meme proteine. 

Ainsi, de raaniere particulierement preferee, le vaccin 
selon 1' invention comprend dans la valence rhinopneumonie 
equine, au mo ins un antigene de la souche EHV-1 et au moins un 
antigene de la souche EHV-4, et de preference le meme type 
d' antigene . 

Les quantites therapeutiquement efficaces des valences 
polynucleotidiques sont contenues ou destinees a etre 
contenues. dans un vehicule convenable pour une administration 
a 1' animal, et de preference pour une administration 
intramusculaire. De preference, ce vehicule est un vehicule 
aqueux depourvu de constituants huileux. 

En ce qui concerne la valence rhinopneumonie equine, on 
preferera associer les genes g B et gD. de preference des 
souches EHV, notamment souches 1 et 4 . 

En ce qui concerne la valence grippe equine, on prefere 
utiliser le gene codant pour 1 - hemagglutinin HA ou 
1' association des genes codant pour HA et NP. De preference, on 
associera dans le meme vaccin, les sequences HA de virus 
influenza, en particulier des differentes souches rencontrees 
sur le terrain. En revanche, NP assure une protection croisee 
et l'on pourra done se contenter de la sequence d'une seule 
souche du virus . 

Pour la valence tetanos, on preferera la sous -unite C 
eventuellement modifiee par mutation ou delation. 

L ' association de genes codant pour plusieurs antigenes 
d'une meme valence, ou d'une meme souche dans une valence, peut 
etre realisee par le melange de plasmide exprimant un seul 
antigene, ou au contraire en inserant plusieurs genes dans un 
meme plasmide. 

La combinaison des differentes valences du vaccin selon 
1' invention peut etre effectuee, de preference, par melange de 
plasmides polynucleotidiques exprimant un ou des antigenes de 
chaque valence, mais on peut egalement prevoir de faire 
exprimer plusieurs antigenes de plusieurs valences par un meme 
vecteur de type plasmidique. 

Dans une forme perf ectionnee de 1' invention, la 
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provient le gene, par exemple le promoteur propre au gene. 

Comme promoteur cellulaire, on peut citer le promoteur 
d'un gene du cytosquelette, tel que par exemple le promoteur de 
la desmine (Polmont et al . . Journal of Submicroscopic Cytology 
and Pathology. 1990. 22, 117-122 ; et Zhenlin et al . . Gene, 
1989, 78, 243-254), ou encore le promoteur de i'actine. 

Lorsque plusieurs genes sont present dans un meme 
plasmide, ceux-ci peuvent etre presentes dans la meme unite de 
transcription ou dans deux unites diff^rentes. 

L' invention a encore pour objet des formules de vaccin 
monovalent comprenant un ou plusieurs plasmides codant pour un 
ou plusieurs genes de 1 ' un des agents pathogenes precites, et 
notamment de la rhinopneumonie ou de la maladie de Lyme, de 
l'arterite equine, de 1 ' encephalite de l'Est, de 1 ' encephalite 
de l'Ouest et de 1 ' encephalite venezuelienne, les genes etant 
ceux decrits plus haut . Ces formules peuvent comprendre les 
caracteristiques enoncees plus haut en ce qui concerne le choix 
des genes d'un meme pathogene et leur combinaison, la 
composition des plasmides, les volumes de doses, les dosages, 
etc . 

La presente invention a egalement pour objet une methode 
de vaccination des equides et notamment des chevaux contre des 
maladies inf ectieuses , comprenant 1 ' administration d'une dose 
efficace d'une formule de vaccin, multivalente ou monovalente, 
telle que decrite plus haut. 

Cette methode de vaccination comprend 1 ' administration 
d'une ou de plusieurs doses de la formule de vaccin. 

Les formules de vaccin selon 1' invention pourront etre 
administrees par les differents voies d' administration 
proposees dans le cadre general de la vaccination 
polynucleotidique et au moyen des techniques d' administration 
connues. On preferera cependant nettement la voie 
intramusculaire . 

On peut aussi vacciner par voie intradermique a l'aide 
d'un injecteur par jet liquide. de preference par jets 
multiples, et en particulier un injecteur utilisant une tete 
d' injection munie de plusieurs trous ou buses, notamment 
comprenant de 5 a 6 trous ou buses, tel que l'appareil Pig jet 
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1' administration du vaccin polyvalent ou monovalent selon 
1 ' invention . 

L' invention a aussi pour objet un kit de vaccination 
regroupant une formule de vaccin selon 1' invention et un vaccin 
de primo-vaccination tel que decrit ci-dessus. Elle a aussi 
trait a une formule de vaccin selon 1 ■ invention accompagnee 
d'une notice indiquant 1 -usage de cette formule comme rappel 
d'une primo-vaccination telle que decrite ci-avant. 

L' invention concerne aussi la methode de preparation des 
formules de vaccin, a savoir la preparation des valences et 
leurs melanges, telle qu'elle ressort de cette description. 

L' invention va etre maintenant decrite plus en detail a 
l'aide de modes de realisation de 1' invention pris en reference 
aux dessins. 
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1 1 

SEQ ID N° 8 : Oligonucleotide A8076 
SEQ ID N° 9 : Oligonucleotide AB0 1 5 
SEQ ID N° 10 : Oligonucleotide AB0 16 
SEQ ID N° 11 : Oligonucleotide AB077 
5 SEQ ID N° 12 : Oligonucleotide AB078 
SEQ ID N° 13: Oligonucleotide AB186 
SEQ ID N° 14 : Oligonucleotide AB1 87 

SEQ ID N° 15 : Sequence du gene HA Grippe equine (souche Fontainebleau 

SEQ ID N° 16 : Oligonucleotide AB1S6 
10 SEQ ID N° 17 : Oligonucleotide AB1 59 

SEQ ID N° 18 : Oligonucleotide AB1 57 

SEQ ID N° 19 : Oligonucleotide AB1 28 

SEQ ID N° 20 : Oligonucleotide AB1 29 

SEQ ID N° 21 : Oligonucleotide AB038 

15 SEQ ID N° 22 : Oligonucleotide AB039 

SEQ ID N° 23 : Oligonucleotide AB1 76 

SEQ ID N° 24 : Oligonucleotide AB177 

SEQ ID N° 25 : Oligonucleotide AB174 

SEQ ID N° 26 : Oligonucleotide AB1 75 

20 SEQ ID N° 27 : Oligonucleotide AB1 80 

SEQ ID N° 28 : Oligonucleotide AB181 

SEQ ID N° 29 : Oligonucleotide AB1 78 

SEQ ID N° 30 : Oligonucleotide A8179 

SEQ ID N° 31 : Oligonucleotide AB1 84 

25 SEQ ID N° 32 : Oligonucleotide A81 85 

SEQ ID N° 33 : Oligonucleotide AB182 

SEQ ID N° 34 : Oligonucleotide AB1 83 

SEQ ID N° 35 : Oligonucleotide A801 1 

SEQ ID N° 36 : Oligonucleotide AB012 
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ultracentrifugation a 400000 g pendant 1 heure a + 4°C. Le culot est repris 
dans un volume minimum de tampon (Tris 10 mM. EDTA 1 mM). Cette 
suspension virale concentree est trailed par la proteinase K (100 //g/ml final) en 
presence de sodium dodecyl sulfate (SDS) (0,5% final) pendant 2 heures a 
5 37°C. L'ADN viral est ensuite extrait avec un melange de phenol/chloroforme, 
puis precipite avec 2 volumes d'^thanol absolu. Apres une nuit a - 20°C, I'ADN 
est centrifuge a 10000 g pendant 15 minutes a + 4°C. Le culot d'AON est 
seche, puis repris dans un volume minimum d'eau ultrapure ste>ile. II peut alors 
etre digere par des enzymes de restriction. 

10 

Exemple 4 : Isolement des ARNs gdnomiques viraux 

Les virus a ARN ont ete purifies selon ies techniques bien connues de I'homme 
du metier. L'ARN viral genomique de chaque virus a <§te ensuite isol<§ en 
utilisant la technique d'extraction "thiocyanate de guanidium/phenol- 
1 5 chloroforme" decrite par P. Chomczynski et N. Sacchi (Anal. Biochem. 1 987. 
162. 156-159). 

Exemple 5 : Techniques de biologie molecuiaire 

Toutes les constructions de plasmides ont 6t6 n§alis«§es en utilisant les 
20 techniques standards de biologie molecuiaire decrites par J. Sambrook et a/. 
{Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2 nd Edition. Cold Spring Harbor 
Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). Tous les fragments de 
restriction utilises pour la presents invention ont 6te isoi6s en utilisant le kit 
"Geneclean" (BI0 101 Inc. La Jolla, CA). 

25 

Exemple 6 : Technique de RT-PCR 

Des oligonucleotides specifiques (comportant a leurs extr6mit6s 5' des sites de 
restriction pour faciliter le clonage des fragments amplifies) ont et6 synthetases 
de telle facon qu'ils couvrent entierement les regions codantes des genes 
30 devant etre amplifies (voir exemples specifiques). La reaction de transcription 
inverse (RT) et I' amplification en chaine par polymerase (PCR) ont ete 
effectuees selon les techniques standards (Sambrook J..et-al. 1989). Chaque 
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5'CTAGTCTAGATTAAACCATTTTTTCGCTTTCCATGG 3' 
pour amplifier un fragment de 2949 pb contenant le gene codant pour ia 
glycoproteine gB du EHV-4 sous la forme d'un fragment Pstl-Xbal. Apr6s 
purification, le produit de PCR a 6t6 digSre par Pst\ et Xba\ pour donner un 
5 fragment Pstl-Xbal de 2931 pb. 

Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVRIOI 2 (exemple 7), prealablement 
dig6re avec Pst\ et Xba\ f pour donner le plasmide pAB031 (7806 pb) (Figure N° 
3). 

10 Exemple 10 : Construction du plasmide pAB013 (gene EHV-1 gD) 

Une reaction de PCR a ete r6alis6e avec TADN g^nomique de I'herpesvirus 
Squin de type 1 (EHV-1) (Souche Kentucky D) (J.C. Audonnet et aL J. Gen. 
Virol. 1990. 71. 2969-2978) et avec les oligonucleotides suivants: 
AB030 (32 mer) (SEQ ID N° 5) 

1 5 5'AAAACTGCAGCATGTCTACCTTCAAGCTTATG 3' 
AB031 (37 mer) (SEQ ID N° 6) 

5'CGCGGATCCTTACGGAAGCTGGGTATATTTAACATCC 3' 
pour isoler le g6ne codant pour la glycoprot6ine gD (EHV-1 gD) sous la forme 
d'un fragment Pstl-BamHI. Apr6s purification, le produit de PCR de 1228 pb a 
20 6t6 dig6r6 par Pst\ et BamH\ pour isoler un fragment Pstl-BamHI de 1211 pb. 
Ce fragment a 6t6 ligature avec le vecteur pVR1 01 2 (exemple 7), prealablement 
dig^rS avec Pst\ et BamH\, pour donner le plasmide pAB01 3 (6070 pb) (Figure 
N° 4). 

25 Exemple 11 : Construction du plasmide pAB032 (gdne EHV-4 gD) 

Une reaction de PCR a 6t6 r6alis£e avec i'ADN genomique de l'herp6svirus 
<§quin de type 4 (EHV-4) (A. Cullinane et a/. J. Gen. Virol. 1993. 74. 1959- 
1 964} et avec les oligonucleotides suivants: 
AB075 (33 mer) (SEQ ID N° 7) 
30 5'AAAACTGCAGATATGTCTACCTTCAAGCCTATG 3' 
AB076 (33 mer) (SEQ ID N° 8) 

5'CGCGGATCCTTACGGAAGCTGAGTATATTTGAC 3' 
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5'ACGCGTCGACGCATGAAGACAACCATTATTTTG 3' 
AB078 (34 mer) (SEQ ID N° 12) 

5'CGCGGATCCTCAAATGCAAATGTTGCATCTGATG 3' 
pour isoler le g6ne codant pour la glycoprot6ine HA du virus de la grippe equine 
5 sous la forme d'un fragment Sall-BamHI. Apr6s purification, le produit de RT- 
PCR de 1 729 pb a ete digere par Sa/I et BamHl pour isoler un fragment Sall- 
BamHI de 1717 pb. Ce fragment a 6t6 ligature avec le vecteur pVR1012 
(exemple 7), prealablement diger6 avec Sa/I et BamHl, pour donner le plasmide 
pAB033 (6584 pb) (Figure N° 7). 

10 

Exemple 14 : Construction du plasmide pAB099 (gene Grippe equine HA 
souche Fontainebieau) 

Une reaction de RT-PCR selon I'exemple 6 a 6t6 realisee avec TARN genomique. 
du virus de la grippe equine (EIV) (Souche Fontainebieau), prepare selon 
1 5 I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB186 (32 mer) (SEQ ID N° 13) 
5'TTTGCGGCCGCATGAAGACAACCATTATTTTG 3' 
AB187 (35 mer> (SEQ ID N° 14) 

5'TTTGCGGCCGCTTACTCAAATGGAAATGTTGCATC 3' 
20 pour isoler le g6ne codant pour la glycoprotSine HA du virus de la grippe equine 
(souche Fontainebieau) (Figure N° 8 et SEQ ID N° 15) sous la forme d un 
fragment Notl-Notl. Aprds purification le produit de RT-PCR de 1 724 pb a et6 
dig§r£ par Not\ pour isoler un fragment Notl-Notl de 1710 pb. Ce fragment a 
6t6 ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 7), pr6alablement digere avec 
25 Not\ t pour donner le plasmide pAB099 (6625 pb) qui contient le g6ne HA 
(grippe equine souche Fontainebieau) dans la bonne orientation par rapport au 
promoteur (Figure N° 9). 

Exemple 1 5 : Construction du plasmide pAB085 (gdne Grippe equine NP souche 
30 Prague) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 6 a et6 rdalisee avec 
I'ARN genomique du virus de la grippe 6quine (EIV) ISouche H7N7 Prague) (Q. 
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Exemple 17 : Construction du plasmide pAB070 (gene sous-unite C toxine 
tetanique) 

Une reaction de PCR a ete realisee avec I'ADN genomique de Clostridium tetani 
{Souche CN3911) {N. Fairweather ef a/. J. Bact. 1986. 165. 21-27). prepare 
5 selon la technique de I'exemple 2, et avec ies oligonucleotides suivants: 
AB128 (34 mer) (SEQ ID N° 19) 

5'AAACTGCAGATGAAAAATCTGGATTGTTGGGTTG 3' 
A8129 (30 mer) (SEQ ID N° 20) 

5'TTTGGATCCTTAATCATTTGTCCATCCTTC 3' 

1 0 pour isoler la sequence codant pour la sous-unite C de la toxine de Clostridium 
tetani sous la forme d'un fragment Pstf-BamHI. Apres purification, le produitde 
PCR de 1 377 pb a et6 digere par Pstl et BamH\ pour isoler un fragment Pstl- 
BamHI de 1361 pb. Ce fragment a Ste" ligature avec le vecteur pVR1012 • 
(exemple 7), prealablement digere avec Pst\ et BamH\, pour donner le plasmide 

15 pAB070 (6219 pb) (Figure N° 12). 

Exemple 18 : Construction du plasmide pAB017 (gene ospA de Borrelia 
burgdorferi) 

Une reaction de PCR a ete realisee avec I'ADN genomique de Borrelia 
20 burgdorferi (Souche B31) (S. Bergstrom et a/. Mol. Microbiol. 1989. 3. 479- 
486), prepare selon la technique de I'exemple 2, et avec Ies oligonucleotides 
suivants: 

AB038 (37 mer) (SEQ ID N° 21) 

5'ACGCGTCGACTATGAAAAAATATTTATTGGGAATAGG 3' 
25 AB039 (34 mer) (SEQ ID N° 22) 

5'CGCGGATCCCTTATTTTAAAGCG I I I I I AATTTC 3' 

pour isoler le gene codant pour la proteine de membrane OspA sous la forme 
d'un fragment Sall-BamHI. Apres purification, le produitde PCR de 842 pb a ete 
digere par Sa(\ et BamH\ pour isoler un fragment Sall-BamHI de 829 pb. Ce 
30 fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 7), prealablement 
digere avec Sail et BamHI, pour donner le plasmide pA8017 (5698 pb) (Figure 
N° 13). 
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15). 

Exemple 21 : Construction du plasmide pAB096 {gene E2 du virus de 
I'encephalite de I'Ouest) 
5 Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exernple 6 a ete realisee avec 
I'ARN genomique du virus de I'encephalite de I'Ouest (WEV) (Souche BSF1 703) 
(C. Hahn et a/. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1988. 85. 5997-6001), prepare 
selon la technique de I'exernple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB180 (35 mer) (SEQ ID N° 27) 
10 5'ACGCGTCGACATGAGCATTACCGATGACTTCACAC 3' 
AB181 (44 mer) (SEQ ID N° 28) 

5'CGCGGATCCTCAATAAAAATCAAGCGTTGGTTGGCCGAATACAG 3 # 
pour isoler le gene codant pour la glycoproteins E2 du WEV sous la forme d'uri. 
fragment Sall-BamHI. Apr6s purification, le produit de RT-PCR de 1 304 pb a £t§ 
15 dig6re par Sa/I et BamH\ pour isoler un fragment Sall-BamHI de 1291 pb. Ce 
fragment a 6t6 Iigatur6 avec le vecteur pVR1012 (example 7), prealablement 
dig^re avec Sal\ et BamH\, pour donner le plasmide pAB096 (61 59 pb) (Figure 
N° 16). 

20 Example 22 : Construction du plasmide pA8095 (g&ne C du virus de 
I'encephalite de I'Ouest) 

Une reaction de RT-PCR selon I'exernple 6 a 6td r6alis£e avec TARN genomique 
du virus de I'encephalite de I'Ouest (WEV) (Souche BSF1703) (C. Hahn era/. 
Proc. Natl.Acad.Sci. USA. 1988. 85, 5997-6001), prepare selon I'exernple 4, et 
25 avec les oligonucleotides suivants: 
AB178 (34 mer) (SEQ ID N° 29) 

5'ACGCGTCGACATGTTTCCATACCCTCAGCTGAAC 3' 
AB179 (44 mer) (SEQ ID N° 30) 

5'CGCGGATCCTCAATAAAAATCACCACGGTTCAGAACCTTCGGGG 3' 
30 pour isoler le g6ne codant pour la protdine de capside C du virus WEV sous la 
forme d'un fragment Sall-BamHI. Aprds purification, le produit de RT-PCR de 
809 pb a et6 digere par Saf\ et BamHl pour isoler un. fragment Sall-BamHI de 
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forme d'un fragment Pstl-BamHI. Apres purification, le produit de RT-PCR de 
856 pb a ete digere par Pst\ et BamHl pour isoler un fragment Pstl-BamHI de 
839 pb. Ce fragment a ete Iigatur6 avec le vecteur pVR1012 (exemple 7), 
prealablement digere avec Pstl et flamHI, pour donner le plasmide pAB097 
5 (5698 pb) (Figure N° i9). 

Exemple 25 : Construction du plasmide pAB041 (g$ne G du virus de la rage) 
Une reaction RT-PCR selon I'exemple 6 a ete realis^e avec TARN genomique du 
virus de la rage (Souche ERA) (A. Anilionis et a/. Nature. 1981 . 294. 275-278), 
10 prepare selon I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB011 (33 mer) (SEQ ID N° 35) 

5'AAAACTGCAGAGATGGTTCCTCAGGCTCTCCTG 3' 
AB012 (34 mer) (SEQ ID N° 36) 
v 5'CGCGGATCCTCACAGTCTGGTCTCACCCCCACTC 3' 

15 pour amplifier un fragment de 1589 pb contenant le gene codant pour la 
proteine G du virus de la rage. Apr&s purification, le produit de RT-PCR a ete 
diger6 par Pstl et BamHl pour donner un fragment Pstl-BamHI de 1578 pb. 
Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1 01 2 (exemple 7), prealablement 
digere avec Pstl et BamHl, pour donner le plasmide pAB041 (6437 pb) (Figure 

20 N° 20). 

Exemple 26 : Preparation et purification des plasmides 

Pour la preparation des plasmides destines a la vaccination des animaux, on 
peut utiliser toute technique permettant d'obtenir une suspension de plasmides 

25 purifies majoritairement sous forme superenroutee. Ces techniques sont bien 
connues de I'homme de Tart, On peut citer en particulier la technique de lyse 
alcaline suivie de deux ultracentrifugations successives sur gradient de chlorure 
de c6sium en presence de bromure d'6thidium telle que d6crite dans J. 
Sambrook et a/. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2 nd Edition. Cold 

30 Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). On peut se 
referer egalement aux demandes de brevet PCT WO 95/21250 et PCT WO 
96/02658 qui decrivent des methodes pour produire S I'e.cheile industrielle des 
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REVINDICATIONS 

1 . Formule de vaccin centre des pathologies des equides et 
notanunent des chevaux. comprenant au moins 3 valences de vaccir 
polynucleotidique comprenant chacune un plasmide integrant, d € 
maniere a 1 ' expr inter in vivo dans les cellules h6tes. un gene 
d'une valence de pathogene equin, ces valences etant choisies 
parmi celles du groupe consistant en virus de la rhinopneumonie 
equine EHV. virus de la grippe equine EIV et le tetanos. ces 
plasmides comprenant, pour chaque valence, un ou plusieurs des 
genes choisis parmi le groupe consistant en gB et gD pour le 
virus de la rhinopneumonie equine, HA, NP, N pour le virus de 
la grippe equine et un gene codant pour tout ou partie de la 
sous -unite C de la toxine tetanique. 

2. Formule de vaccin selon la revendication .-1, 
caracterisee en ce que le vaccin comprend dans la valence 
rhinopneumonie equine, au moins un antigene de la souche EHV-1 
et au moins un antigene de la souche EHV-4, de preference le 
meme type d' antigene. 

3. Formule de vaccin selon la revendication 1 ou 2 , 
caracterisee en ce qu'elle comprend les genes gB et gD du virus 
de la rhinopneumoniae equine. 

4. Formule selon la revendication 1, caracterisee en ce 
qu'elle comprend le gene codant pour 1 ' hemagglutinin HA ou 
1' association des genes codant pour HA et NP du virus de la 
grippe Equine. 

5. Formule de vaccin selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4. caracterisee en ce qu'elle comporte une 
ou plusieurs autres valences d'autres pathogenes des equins. 
choisis parmi le groupe consistant en virus de 1 ' encephalite de 
l'Est EEV, de 1' encephalite de l'Ouest WEV et de 1' encephalite 
venezuelienne VEV, de preference les trois simultanemenc, 
valence de la maladie de Lyme, virus de l'arterite equine et 
virus de la rage, les plasmides comprenant, pour chaque 
valence, un ou plusieurs des genes choisis parmi les genes des 
antigenes C et E2 des encephalites , OspA, OspB et plOO de la 
maladie de Lyme, E, M et N de l'arterite equine et le gene G 
pour la rage. 
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